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Description 

[0001] La presente invention concerne un procede de mise en evidence de contaminants microbiologiques vivants 
dans un echantillon de produits a usage alimentaire. 

5 [0002] Les produits a usage alimentaire sont particulierement sensibles a la contamination par des produits micro- 
biologiques, en particulier par les bacteries, en raison de la forte incidence d'une contamination sur la sante des per- 
sonnes ingerant la nourriture. Dans ce domaine, les microorganismes vivants, et done actifs, sont particulierement 
redoutables puisqu'ils peuvent ensuite se propager dans I'organisme et transmettre des maladies severes. II existe 
done un besoin certain de mise au point d'un procede permettant leur detection dans les produits a usage alimentaire, 

10 a la fois de fagon precise et satisfaisante. 

[0003] II existe de nombreuses methodes de detection, en particulier des bacteries, dans des echantillons. On peut 
citer par exemple, la mise en culture de I'echantillon afin d'augmenter le nombre de cellules bacteriennes presentes 
jusqu'a observer des colonnies qui peuvent etre comptees. Le cas echeant, la culture peut etre suivie d'une etape 
supplemental permettant d'identifier le type particulier de bacteries contenues dans I'echantillon. Ces methodes 

15 bacteriologiques demandent beaucoup de temps etde qualification de la part des personnes qui les mettent en oeuvre. 
Ainsi par exemple, il est generalement necessaire de proceder a une incubation de 24 a 48 heures avant d'obtenir de 
facon certaine un resultat positif ou negatif. 

[0004] D'autres methodes ont egalement ete envisagees afin d'eliminer les inconvenients de la methode bacterio- 
logique conventionnelle. Ainsi, la microscopie est frequemment utilisee pour detecter les bacteries dans des echan- 

20 tillons cliniques. Habituellement il est necessaire de colorer I'echantillon pour augmenter les limites de detection, ce 
qui d'une part, represente une methode laborieuse et d'autre part, est inadapte pour des echantillons a usage alimen- 
taire (1). Certaines methodes immunologiques ont egalement ete developpees avec succes pour la detection de cer- 
taines especes ayant des antigenes de surface qui peuvent etre reconnus par des anticorps specifiques. Toutefois, 
une telle approche ne peut etre utilisee pour la determination qualitative de bacteries dans un echantillon qui peut 

25 contenir une grande variete d'especes de bacteries qui n'ont pas un antigene de surface commun. 

[0005] La publication europeenne de brevet EP-A-0 133671 decrit une methode de determination de la presence 
de bacteries dans des echantillons, en particulier dans des milieux appropries pour faire du diagnostic, tels que des 
fluides corporels, qui met en oeuvre les techniques d'hybridation d'acide nucleique. Selon cette methode, I'echantillon 
a tester est tout d'abord soumis a des conditions de denaturation de fagon a rendre simple brin les acides nucleiques 

30 des bacteries presentes dans I'echantillon. Les acides nucleiques mono brin ainsi obtenus sont mis en contact avec 
une sonde polynucleotide ayant une sequence homologue avec au moins une sequence commune a toutes les especes 
de bacteries presentes dans I'echantillon. La mise en contact de la sonde et des acides nucleiques denatures est 
effectuee de fagon a realiser une hybridation entre la sonde et les sequences respectives des bacteries. Plus particu- 
lierement, la sonde utilisee comprend au moins une portion de I'un des brins d'un gene codant pour la synthese d'un 

35 acide nucleique ou d'une proteine qui intervient dans le mecanisme de la synthese des proteines. Parmi ce type de 
genes, sont cites en particulier des genes codant pour des ARN de transfert, des ARN ribosomaux, des facteurs 
d'initiation, d'elongation ou de terminaison de la traduction. Une des caracteristiques de cette methode, est qu'elle est 
basee non pas sur I'expression, mais plutot sur la presence d'acides nucleiques hybridables, par exemple TARN ou 
I'ADN genomique ou les acides nucleiques extra chromosomaux des bacteries presentes. 11 en resulte, ce qui aux 

40 yeux du deposant constitue un avantage, que les echantillons n'ont pas a etre traites de fagon a garantir la viabilite 
des bacteries presentes. 

[0006] Le document WO 92/03455 decrit des compositions et des procedes pour le traitement et le diagnostic de- 
fections par Candida, en particulier des nucleotides susceptibles de s'hybrider de fagon specifique avec une partie de 
I'ARIvlm de Candida, notamment I'ARNm codant pour les facteurs d'elongation 1 et 2 (TEF1 etTEF2). Ce document 

45 vise uniquement les applications therapeutiques ou les diagnostics, soit pour detecter la presence de Candida chez 
un patient, soit pour inhiber I'activite de cette bacterie en bloquant I'expression de proteines essentielles. 
[0007] Le document Berg et al., "MOL. CELL. PROBES, vol. 10 February 1996 pp 7-14" decrit un systeme de de- 
tection specifique de I'ADN de microplasmes en utilisant la technique PCR. Bien qu'il soit indique, page 12 de ce 
document, que la sequence cible pour I'amplification PCR est le gene tuf qui code pour le facteur d'elongation Tu. 

50 d'une part ce document vise uniquement la detection d'ADN et non pas celle de I'ARNm, et d'autre part il s'agit uni- 
quement d'une methode de detection de bacteries pour etablir un diagnostic chez un patient. Ce document n'envisage 
aucune application dans le domaine de I'invention ou se pose le probleme specifique de la detection de bacteries 
vivantes. 

[0008] Ainsi, il n'existe aucune methode connue permettant la mise en evidence de contaminants microbiologiques 
55 vivants dans un produit a usage alimentaire, qui a la fois discrimine entre les microorganismes vivants et les microor- 
ganismes morts, et d'autre part ne pose pas de problemes relatifs a la sante publique. 

[0009] Les inventeurs ont maintenant decouvert qu'il etait possible de mettre en evidence des contaminants micro- 
biologiques vivants dans un echantillon de produits a usage alimentaire en detectant dans cet echantillon la presence 
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d'ARN messager (ARNm) codant pour la synthese d'une proteine intervenant dans le mecanisme de synthese des 
proteines par lesdits contaminants. 

[0010] Differentes families de microorganismes peuvent etre detectees selon I'invention. De fagon non limitative, on 
peut citer les procaryotes, en particulier les bacteries, les eucaryotes unicellulaires, en particulier les levures, les euca- 
5 ryotes pluricellulaires, en particulier les champignons. Au sein de ces families, des especes differentes peuvent etre 
identifies, ainsi. parexemple, Escherichia, Salmonella, Mycobacterium pour les bacteries ; Saccharomyces. Candida 
pour les levures ; Mucor, Neurospora, Trichoderma pour les champignons. 

[0011] La synthese des proteines par les microorganismes comprend des etapes de transcription et de traduction. 
Dans le cadre de la traduction, il existe des acides nucleiques et des proteines impliques dans chacune des trois etapes 

10 fondamentales de la synthese des proteines, initiation, elongation etterminaison. On peut ainsi citer comme element 
intervenant dans cette phase de traduction des ARN de transfert, des ARN ribosomaux, des proteines ribosomales, 
des facteurs d'initiation, d'elongation et de terminaison. En fait, il existe des proteines ou acides nucleiques dont la 
structure primaire est au moins partiellement conservee entre differentes especes de microorganismes appartenant 
a une meme famille et cette propriete est avantageusement mise a profit selon I'invention pour mettre en evidence 

15 des contaminants microbiologiques vivants appartenant a des especes differentes. 

[0012] Ainsi, selon un mode de realisation prefere, I'invention a pour objet un procede pour la mise en evidence de 
fagon non specifique des contaminants vivants appartenant a des especes differentes d'une famille de microorganis- 
mes, selon lequel I'ARNm detecte est un ARNm qui code pour la synthese d'une proteine dont la structure primaire 
est au moins partiellement conservee entre des especes differentes. 

20 [0013] Si Ton souhaite au contraire une plus grande specificite de detection entre especes differentes de microor- 
ganismes, il est possible selon I'invention de proceder a la detection de differents ARNm codant respectivement pour 
la synthese d'une proteine dont la structure primaire n'est pas conservee entre des especes differentes. 
[001 4] Parmi tous les facteurs qui interviennent dans la synthese des proteines. un exemple particulierement prefere 
est represents par les facteurs d'elongation. Parmi ces facteurs, on peut citer les facteurs EF-1 , EF-2, EF-G, EF-TU 

25 pour les bacteries (2), ou encore lefacteur EF-1 a (3) pour les levures et les champignons. Ces facteurs jouent un role 
fondamental dans la synthese des proteines. en ce qu'ils permettent de determiner la duree pendant laquelle un amino- 
acyl ARNt reste associe au ribosome et a la chame polypeptidique en formation, fonction designee par I'expression 
"verification de cinetique" ("kinetic proofreading") (4). 

[0015] II est particulierement avantageux de rechercher la presence de I'ARN messager codant pour un facteur 
30 d'elongation pour differentes raisons. Tout d'abord, ce gene represente un marqueurtres approprie de la viabilite des 
cellules puisque I'inactivation de ce gene est un evenement lethal, a la fois chez les procaryotes et les eucaryotes (5, 
6). D'autre part, le gene codant pour un facteur d'elongation code pour une proteine qui figure parmi les proteines les 
plus largement exprimees chez les procaryotes et les eucaryotes (7, 8) ce qui permet de diminuer considerablement 
le niveau de detection des cellules. Enfin, comme indique ci-dessus, dans la mesure ou cette fonction est conservee 
35 chez les procaryotes et chez les eucaryotes et ou la structure primaire de ce type de genes est tres similaire (9), il est 
possible de moduler la specificite de la detection. II est ainsi possible de mettre en oeuvre des moyens de detection 
permettant de distinguer entre les procaryotes et les eucaryotes ou au contraire de mettre en evidence de fagon non 
specifique a la fois des bacteries, des levures et/ou des champignons. 

[0016] Par ailleurs, I'ARNm codant pour des facteurs d'elongation a une demi-vie tres courte (10, 11). Sa presence 
40 permet done de reveler la presence de cellules qui etaient encore vivantes environ dix minutes avant la detection de 
I'ARNm. 

[0017] Selon un modede realisation prefere, on detecte done un ARNm qui code pour un facteur d'elongation. Dans 
ce cas, une cellule de microorganisme vivante au sens de I'invention, est une cellule capable de produire I'ARNm 
corespondant a un facteur d'elongation. 

45 [0018] Une methode de choix pour la detection de la presence d'ARN messager selon I'invention, est la RT-PCR 
(polymerisation par reaction en chaTne combinee a une transcription inverse). Cette technique consiste a effectuer 
une PCR a partir d'un ARN prealablementtranscrit en ADN complementaire, en presence d'une transcriptase inverse 
et d'une amorce. Apres la phase RT, la phase PCR proprement dite est effectuee dans les conditions classiques en 
presence de I'ADN a amplifier, des deux amorces oligonucleotidiques encadrant la region a amplifier et des quatre 

50 desoxynucleotides triphosphates (DATP, DCTP, DGTP, DTTP) en large exces molaire et de I'enzyme Taq polymerase. 
[001 9] Bien entendu, le choix des amorces est essentiel, puisqu'il permet de cibler I'ARNm que Ton souhaite detecter. 
Les amorces oligonucleotidiques sont preparees de fagon telle qu'elles sont specifiques de la region codante d'un 
gene codant pour un facteur d'elongation. Parmi les facteurs d'elongation connus, on choisit de preference le facteur 
EF-TU pour les bacteries et le facteur EF-1 a pour les levures et les champignons. C'est ainsi que Ton a par exemple 

55 prepare les amorces B1/B2 (5' CGCTGGAAGGCGACGMRRAG 37 5' C G G A AGTAG A ACTG CG G AC G GTAG 3') qui 
sont specifiques d'un fragment du facteur d'elongation EF-TU des bacteries qui se retrouve notamment chez Salmo- 
nella typhimurium, Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leprae, Escherichia coli, Brevi bacterium linens, Strep- 
tomyces ramocissimus. 
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[0020] En ce qui concerne les levures, on a prepare des amorces L1/L2 (5' TCCATGGTACAAGGGTTGGGAA 3' / 
5' GCGAATCTACCTAATGGTGGGT 3') qui sont specif iques d'un fragment du facteur d'elongation EF-1ades levures, 
qui se retrouve a la fois chez Saccharomyces cerevisiae et Candida albicans. 

[0021] Enfin, un exemple d'amorce nucleotidique utilisable pour 1 a detection d'ARN messager specif ique des cham- 
5 pignons, est represents par le couple M1/M2 (5' GCTG GTATCTCCAAG G ATG G 3' / 5'-CGACGGACTTGACTT- 
CRGTGG 3'). Ces amorces sont plus particulierement specifiques d'un fragment du facteur d'elongation EF-1a des 
champignons qui se retrouve chez Mucor racemosus, Neurospora crassa, Trichoderma reesei, Absidia glauca, Aureo- 
basidium pullulans. Histoplasma capsulatum, Puccinia graminis. 

[0022] Les amorces utilisables selon I'invention ont ete preparees apres comparaison de la region codante du facteur 
10 d'elongation de differentes especes de microorganismes (software Lasergene, Dnastar, Medison, Wisconsin USA). 
[0023] D'une maniere generale, le precede selon I'invention peut etre caracterise par I'ensemble des etapes 
suivantes : 

a) on preleve un echantillon de produit alimentaire a tester ; 
15 b) on lyse les cellules ; 

c) on effectue une transcription inverse ; 

d) on effectue des cycles d'amplification a I'aide d'amorces oligonucleotidiques specifiques de la region codante 
d'un gene codant pour un facteur d'elongation ; 

e) on separe les produits d'amplification ; 
20 f) on visualise les produits d'amplification. 

g) on compare les produits tels que visualises a I'etape f) avec les produits d'amplification obtenus a partir d'ARNm 
pur. 

[0024] Puisque I'invention vise essentiellement a detecter des contaminants microbiologiques vivants, il est particu- 
25 lierement avantageux d'eliminer autant que possible, toute contamination supplemental du milieu par I'ADN present 
dans I'echantillon. C'est pourquoi, selon un mode prefere de realisation de I'invention, on ajoute apres I'etape b) une 
etape supplemental (b 1 ) destinee a eliminer I'ADN present dans I'echantillon. Pourcela, on peut simplement ajouter 
dans le milieu reactionnel de I'ADNase I qui ne contient pas de RNase. Si on souhaite verifier I'absence de faux positifs 
qui seraient lies a la presence d'ADN, une possibility consiste a realiser une reaction PCR a partir des memes echan- 
30 tillons que ceux utilises pour la RT-PCR. 

[0025] L'invention sera plus particulierement illustree par les modes de realisation qui vont suivre accompagnes des 
figures 1 a 3. 

[0026] La figure 1 represente un gel d'electrophorese des produits de RT-PCR du gene EF-Tu de E. coli (gene tuf 
b) (A) ou du gene EF-1a du S. cerevisiae (B) ou de M. racemosus (C) mis en suspension dans du lait dans des 
35 concentrations allant de 105 cellules/ml (bande 1) jusqu'a 1 cellule/ml (bande 6) en diminuant a chaque fois, de 10 
fois la concentration. La bande 7 represente un controle negatif sans cellule ; la bande 8 represente un controle positif 
avec de I'ARNm pur ; la bande 9 represente une PCR effectuee sur un lysat digere avec I'ADNase I; les bandes M 
represented une echelle de 1kb (Gibco BRLTM). 

[0027] La figure 2 represente un gel d'electrophorese des produits RT-PCR du gene EF-Tu de E. coli (gene tuf b) 
40 (A) ou du gene EF-1a de S. cerevisiae (B) ou de M. racemosus (C) mis en suspension dans du lait a une concentration 
cellulaire de 1 04-1 05 cellules/ml. La bande 1 correspond a 1 00 % de cellules mortes ; la bande 2, a 25 % de cellules 
vivantes et 75 % de cellules mortes ; la bande 3, a 50 % de cellules mortes et 50 % de cellules vivantes ; la bande-4 ; 
a 75 % de cellules vivantes et 25 % de cellules mortes ; la bande 5, a 100 % de cellules vivantes ; la bande 6, a un 
controle negatif sans cellule ; la bande 7, a un controle positif avec de I'ARNm pur ; la bande 8, a une PCR effectuee 
45 sur un lysat digere avec I'ADNase I ; les bandes M, a une echelle de 1 kb (Gibco BRLTM). 

[0028] La figure 3 represente un gel d'electrophorese des produits de RT-PCR du gene EF-Tu de E. coli (gene tuf 
b) et du gene EF-1 a de S. cerevisiae et M. racemosus. II est obtenu en une seule etape de RT-PCR. Les cellules ont 
ete mises en suspension dans du lait a une concentration de 1 0 cellules/ml. Bande 1 , amorces de bacteries ; bande 
2, amorces de levures ; bande 3, amorces de champignons ; bande 4, amorces de bacteries et de levures ; bande 5. 
50 amorces de levures et de champignons ; bande 6, amorces de bacteries et de champignons ; bande 7, amorces de 
bacteries, levures et champignons ; bande 8, controle negatif sans cellule ; bande 9, controle positif avec de I'ARNm 
pur ; bande 1 0, PCR effectuee sur un lysat digere avec I'ADNase I ; bandes M, echelle de 1 kb (Gibco BRLTM). 
[0029] Des exemples ont ete realises avec les souches suivantes : 

55 - Escherichia coli (souche ATCC 19110); 
Saccharomyces cerevisiae S288C ; 
Mucor racemosus (souche CBS 11308). 
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[0030] L'echantillon sur lequel le procede a ete mis en oeuvre est le lait mais bien entendu, I'invention est applicable 
a tout autre produit a usage alimentaire, de preference liquide. 

EXEMPLE 1 : determination de la presence de cellules vivantes de E. coli dans du lait (detection d'ARNm codant pour 
5 le facteur d'elongation EF-Tu) 

a) Preparation de la souche 

[0031] On cultive une souche E.coli a 37°C dans un bouillon Luria, puis on prepare un milieu solide par addition 
10 d'agar a 2% (Laboratoires Difco). Une partie des cellules est prelevee pendant la phase exponentielle de croissance. 
Les cellules sont reparties dans des echantillons de 2ml puis sont soumises a des conditions lethales par incubation 
a 65°C pendant 15mn. Des dilutions en serie des echantillons sont mises sur plaques sur milieu Agar afin de verifier 
la viabilite des cellules et de les compter. Ensuite. les echantillons sont utilises pour inoculer des echantillons de lait 
de vache pasteurise a ultra haute temperature disponible commercialement. 

15 

b) contamination du lait 

[0032] On realise des series de concentration allant de 1 05 a une cellule par ml de lait. L'interference possible du 
lait avec la reaction de PCR est eliminee en effectuant 4 cycles de lavage avec du milieu PBS, comme cela est indique 

20 dans le document Cooray et al. (1 2), dont le contenu est ici incorpore par reference. Le culot final de lait est resuspendu 
apres lavage avec du PBS jusqu'a retrouver le volume original de lait puis filtre a travers une membrane de polycar- 
bonate de 25mm de diametre humidifiee avec du milieu PBS (taille de pore, 0.8^im Millipore). Le filtre est transfere 
dans un tube FalconTM de 1 5 ml (Becton Dickinson). On ajoute 1 ml de PBS et on melange vigoureusement pendant 
30 secondes et on recupere le surnageant. On ajoute ensuite 0,5 ml supplemental de PBS sur le filtre et les sus- 

25 pensions resultantes sont rassemblees puis centrifugees a 5000 g pendant 5 mn. 

[0033] Pour empecher la degradation de TARN, on ajoute 40 unites d'inhibiteur RNase (Boehringer) et on ajoute de 
I'eau ajustee avec 0,05 % de diethylpyrocarbonate pour inactiver les nucleases jusqu'a un volume final de 50 uJ selon 
le procede decrit dans Roszak et al. (13) dont le contenu est ici incorpore par reference. 

[0034] Les cellules sont ensuite lysees par ajout de 50 mg de microbilles de verre (0.5 mm, Biospec Products, 
30 Bartlesville, Oklahoma). On secoue les tubes deux fois pendant 20 secondes a 5000 tours par minute, a 1 0 secondes 
d'intervalle et on les laisse sur de la glace entre deux melanges. Apres decantation, on transfere 10 \i\ du lysat dans 
un nouveau tube. 

c) elimination de I'ADN genomique 

35 

[0035] On ajoute du-tampon EZ (trousse Perkin Elmer) comme tampon de reaction pour I'enzyme rTth concentre 
une fois, 2,5 mM de Mn(OAc)2 et, afin d'empecher ('amplification ulterieure de sequences genomiques contaminantes 
(14), 1 0 unites de DNase I ne comportant pas de RNase (Boehringer) jusqu'a atteindre un volume final de 20 Apres 
incubation pendant 1 0 mn a 37°C, on inactive la DNase en portant la temperature a 95°C pendant 5 mn. 

40 

d) RT-PCR 

[0036] Les deux etapes de RT et de PCR sont mises en oeuvre successivement dans le meme tube. Pour I'etape 
de RT, on ajoute, jusqu'a atteindre un volume final de 50 uJ, 15 uJ du lysat digere avec la DNase I, le tampon 1 X EZ, 
45 1 .4 mM de Mn(OAc)2, 0.3 mM de deoxyribonucleoside triphosphate (Perkin Elmer), 0.4 u.M des amorces B1 et B2 (5' 
CGCTGGAAGGCGACGMRRAG 3V 5' CGGAAGTAGAACTGCGGACGGTAG 3')(brins superieur et inferieur) et 5 uni- 
tes rTth d'ADN polymerase (Perkin Elmer). Le melange est mis a incuber pendant 2.5 mn a 95°C, 20-mn a 60°C et 1 
mn a 95°C. Pour I'etape PCR, on realise 40 cycles directement, chaque cycle consistant en 15 secondes a 95°C et 
30 secondes a 60°C. On realise une extension finale pendant 10 mn a 60°C. 

50 

e) detection des faux-positifs 

[0037] On verifie s'il y a des faux-positifs dus a la contamination par I'ADN, en ajoutant 5 uJ du lysat digere avec la 
DNase I, le tampon 1 X Taq (Boehringer), 0.05 mM de deoxyribonucleoside triphosphate, 0.4 jaM de chaque amorce 
55 B1 et B2 et 2.5U de Taq polymerase (Boehringer) jusqu'a atteindre un volume final de 50 
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f) separation des produits d'amplification 

[0038] On separe 10 uJ des produits d'amplification par electrophorese sur gel horizontal (1 a 2 % d'agarose dans 
de I'EDTA Tris-acetate) et on visualise par coloration au bromure d'ethidium et illumination aux UV. L'ARN total est 
5 aussi analyse comme controle RT-PCR positif (il est extrait en utilisant la trousse RNAgentTM (Promega)) et on com- 
pare les produits d'amplification obtenus a ceux obtenus a partir de I'ARN total. Une etape facultative peut etre rajoutee 
pour confirmer I'identite des produits amplifies. Pour cela, on purifie sur gel les bandes de taille attendue ("Trousse 
Extrait de Gel" (Gel Extract Kit), Qiagen) (fragment de 462 pb), puis on utilise 1 jxl de la solution d'ADN comme matrice 
pour une seconde PCR en utilisant des amorces internes. 

10 

Resultats 

[0039] On a pu detecter le facteur d'elongation a partir de 1 0 cellules / ml, ce qui correspond a 5-1 0 cellules par tube 
de reaction selon la procedure utilisee (Fig. 1 A, bande 5). Aucun transcrit n'est detecte en dessous de ce niveau ainsi 
15 que dans le lait non contamine (Fig. 1 A, bandes 6 et 7 respectivement). Apres le traitement a la DNase I (Fig. 1 A, 
bande 9), aucun produit de PCR detectable n'est apparu a partir du lysat des cellules. II semble done que I'ajout d'une 
etape de traitement a la DNase I empeche bien I'amplification des sequences genomiques contaminantes. 

EXEMPLE 2 : Mise en oeuvre de la RT-PCR sur un echantillon de lait contamine a la fois par des cellules de E. coli 
20 vivantes et mortes 

[0040] Quand toutes les cellules sont mortes (cela a ete verifie par mise sur plaque), la detection par RT-PCR est 
negative (Fig. 2A, bande 1) ce qui confirme que la methode de RT-PCR permet de detecter seulement les cellules 
vivantes. Bien que la production de resultats quantitatifs soit difficile par la RT-PCR conventionnelle, une analyse par 
25 electrophorese sur gel a montre une augmentation quantitative de I'intensite des bandes specifiques lorsque le nombre 
de cellules viables augmente (Fig. 2A, bandes 2 a 5) ce qui indique une augmentation apparente de I'ADN cible de la 
procedure RT-PCR au fur et a mesure que le nombre de cellules viables augmente. 

EXEMPLE 3 : Determination de la presence de cellules vivantes de S. cerevisiae dans du lait (detection d'ARNm 
30 codant pour le facteur d'elongation EF-1cc). 

[0041] La procedure de I'exemple 1 est repetee a I'exception des differences suivantes : 

[0042] Une souche S. cerevisiae S 288C est cultivee a 30°C dans un milieu YPD ("Yeast Peptone Dextrose") con- 
tenant 2% de bactopeptone, 1% d'extrait de levure (Laboratoires Difco) et 2% de glucose. Puis on prepare un milieu 
35 solide par addition d'agar a 2% (Laboratoires Difco). Une partie des cellules est prelevee pendant la phase exponentielle 
de croissance. Les cellules sont reparties dans des echantillons de 2ml puis sont exposees a des conditions lethales 
par incubation a 65°C pendant 15 min. 

[0043] Lors de la mise en oeuvre de la RT-PCR, les amorces oligonucleotidiques utilisees qui sont specifiques du 
facteur d'elongation EF-1a sont les suivantes : 

40 

LI : 5' TCCATGGTACAAGGGTTGGGAA 3 ' 

45 

L2 : 5 r GCGAATCTACCTAATGGTGGGT 3' 
[0044] Le meme type de resultats est obtenu qu'a I'exemple 1 (Fig. 1 B, detection d'un fragment de 657 pb). 

50 EXEMPLE 4 : Mise en oeuvre de la RT-PCR sur un echantillon de lait contamine par des cellules de S. cerevisiae a 
la fois vivantes et mortes. 

[0045] On observe le meme type de resultats qu'a I'exemple 2 (Fig. 2B). 

55 EXEMPLE 5 : Determination de la presence de cellules vivantes de M. racemosus dans du lait (detection d'ARNm 
codant pour le facteur d'elongation EF-1a). 

[0046] La procedure de I'exemple 1 est repetee sauf qu'a I'etape a) la souche de M. racemosus est cultivee a 30°C 



6 



EP0 943 010 B1 



dans un milieu YPD contenant 2% de bactepeptone, 1% d'extrait de levure (Laboratoires Difco) et 2% de glucose. 
Puis on prepare un milieu solide par addition d'agar a 2% (Laboratoires Difco). Line partie des cellules est prelevee 
pendant la phase exponentielle de croissance. Les cellules sont reparties dans des echantillons de 2ml puis sont 
exposees a des conditions lethales par incubation a 120°C pendant 30 min. 
5 [0047] Des dilutions en serie des echantillons sont mises sur plaques sur milieu Agar OGY (MERCK) afin de verifier 
la viabilite des cellules et de les compter. 

[0048] Lors de la mise en oeuvre de la RT-PCR, les amorces nucleotidiques utilisees qui sont specifiques du facteur 
d'elongation EF-1cc sont les suivantes : 

10 

Ml : 5' GCTGGT ATCT CC AAGG AT GG 3' 



M2 : 5' -CGACGGACTTGACTTCRGTGG 3' 

15 

Le meme type de resultats est obtenu qu'a I'exemple 1 (Fig. 1 C, determination d'un fragment de 498 pb). 

EXEMPLE 6 : Mise en oeuvre de la RT-PCR sur un echantillon de lait contamine a la fois par des cellules de M. 
racemosus vivantes et mortes. 

20 

[0049] On observe le meme type de resultats qu'a I'exemple 2 (Fig. 2C). 

EXEMPLE 7 : Determination de la presence simultanee de cellules vivantes de E. coli, S. cerevisiae et M. racemosus. 

25 [0050] Les genes EF-Tu de E.coli et EF-1oc de S. cerevisiae et M. racemosus ont ete detectes simultanement dans 
une seule reaction. On a detecte simultanement par RT-PCR des produits d'amplification de taille attendue (respecti- 
vement fragments de 462 pb (E. coli) 657 pb (S. cerevisiae) et498-pb (M. racemosus)), en utilisantdu lait contamine 
a la fois par E.coli, S. cerevisiae et M. racemosus. Pour cela, on a place deux (Fig. 3 bandes 4, 5 et 6) ou trois (Fig. 3 
bande 7) paires d'amorces dans le meme melange reactionnel sans modification des conditions de la RT-PCR. 

30 [0051] Ainsi, il apparatt que la RT-PCR est une methode particulierement puissante pour la detection de contami- 
nants viables en raison de sa forte capacite a augmenter les sensibilites de detection et sa rapidite de mise en oeuvre. 
Un niveau de detection de 10 cellules / ml de lait a pu etre atteint et I'ensemble du procede de RT-PCR, y compris 
lavage et filtration de I'echantillon de lait, a pu etre realise en 4 heures sans necessiter d'etape preliminaire d'enrichis- 
sement. Le choix du gene cible est important. La selection d'amorces specifiques de la region codante du gene du 

35 facteur d'elongation s'est ainsi revelee particulierement avantageuse. 
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25 LISTE DE SEQUENCES 

[0053] 

(1) INFORMATIONS GENERALES: 

30 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: COMPAGNIE GERVAIS DANONE 

(B) RUE: 126/130 RUE JULES GUESDE 
35 (C) VILLE: LEVALLOIS PERRET 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92300 

(ii) TITRE DE L 1 INVENTION: PROCEDE DE MISE EN EVIDENCE DE CONTAMINANTS MICROBIOLOGI- 
40 QUES VIVANTS DANS UN ECHANTILLON DE PRODUIT A USAGE ALIMENTAIRE 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

45 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D 1 EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1 .0, Version #1 .30 (OEB) 

50 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1 : 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

55 (A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 

CGCTGGAAGG CGACGMRRAG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 24 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

CGGAAGTAGA ACTGCGGACG GTAG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 

TCCATGGTAC AAGGGTTGGG AA 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 22 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

GCGAATCTAC CTAATGGTGG GT 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 
(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
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(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

5 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 

10 

GCTCGTATCT CCAAGGATGG 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 
15 (i) CARACTE R I STI QU ES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 21 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
20 (D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 

25 

CGACGGACTT GACTTCRGTG G 



30 

Revendications 

1. Precede de mise en evidence de contaminants microbiologiques vivants dans un echantillon de produit a usage 
alimentaire selon lequel on detecte dans ledit echantillon la presence d'ARNm codant pour la synthese d'une 
35 proteine intervenant dans la synthese des proteines par lesdits contaminants. 



2. Procede selon la revendication 1 pour la mise en evidence de facon non specifique de contaminants vivants 
appartenanta des especes differentes d'une famille de microorganismes, caracteriseen ceque ledit ARNm code 
pour la synthese d'une proteine dont la structure primaire est au moins partiellement conservee entre lesdites 

40 especes differentes. 

3. Procede selon la revendication 1 pour la mise en evidence de fagon specifique de contaminants vivants apparte- 
nant a des especes differentes d'une famille de microorganismes, caracterise en ce qu'on detecte la presence 
de differents ARNm codant respectivement pour la synthese d'une proteine dont la structure primaire n'est pas 

45 conservee entre lesdites especes differentes. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que ledit ARNm code pour un facteur d'elongation . 

5. Procede selon I'une des revendications 1 a 4, caracterise en ce qu'on detecte la presence d'ARNm par mise en 
50 oeuvre de la technique RT-PCR. 

6. Procede selon la revendication 5. caracterise en ce que les amorces oligonucleotidiques utilisees dans la PCR 
sont specifiques de la region codante d'un gene codant pour un facteur d'elongation. 

55 7. Procede selon la revendication 6 pour la mise en evidence des bacteries, caracterise en ce que ledit facteur 
d'elongation est le facteur EF-Tu. 

8. Procede selon la revendication 7, caracteriseen ce qu'on utilies la paire d'amorces oligonucleotidiques suivante : 
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Bl : 5' CGCTGGAAGGCGACGMRRAG 3' 



5 B2 : 5' CGGAAGTAGAACTGCGGACGGTAG 3' 

9. Procede selon la revendi cation 6 pour la mise en evidence des levures ou des champignons, caracterise en ce 
que ledit facteur d'elongation est le facteur EF-1a. 

10 10. Procede selon la revendication 9 pour la mise en evidence des levures, caracterise en ce qu'on utilise la paire 
d'amorces oligonucleotidiques suivante : 

LI : 5 ' TCCATGGTACAAGGGTTGGGAA 3' 

15 

L2 : 5' GCGAATCTACCTAATGGTGGGT 3' 

11. Procede selon la revendication 9 pour la mise en evidence de champignons, caracterise en ce qu'on utilise la 
20 paire d'amorces oligonucleotidiques suivante : 

Ml : 5' GCTGGTATCTCCAAGGATGG 3' 

M2 : 5' -CGACGGACTTGACTTCRGTGG 3' 

12. Procede selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en ce que : 

30 a) on preleve un echantillon du produit a usage alimentaire a tester; 

b) on lyse les cellules ; 

c) on effectue une transcription inverse ; 

d) on effectue des cycles d'amplification a I'aide d'amorces oligonucleotidiques specifiques de la region co- 
dante d'un gene codant pour un facteur d'elongation ; 

35 e) on separe les produits d'amplification ; 

f) on visualise les produits d'amplification ; 

g) on compare les produits tels que visualises a I'etape f) avec les produits d'amplification obtenus a partir 
d'ARNm pur. 

40 13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce qu'apres I'etape b) on ajoute une etape b') visant a eliminer 
I'ADN present dans I'echantillon. 

14. Procede selon la revendication 13 ; caracterise en ce qu'il comporte une etape visant a verifier I'absence de faux 
positifs lies a la presence d'ADN. 

45 

15. Procede selon I'une des revendications 5 a 14 precedentes pour la detection specifique de bacteries et/ou de 
levures et/ou de champignons, caracterise en ce qu'on utilise au moins deux des paires d'amorces B1/B2, L1/L2, 
M1/M2, les conditions de la RT-PCR restant inchangees. 

50 

Patentanspruche 

1. Verfahren zum Nachweis von lebenden mikrobiologischen Verunreinigungen in einer Probe eines Produkts zur 
Verwendung als Nahrungsmittel, gemaGwelchem man in der Probe die Anwesenheitvon mRNS nachweist, welche 

55 fur die Synthese eines Proteins kodiert, das an der Synthese von Proteinen durch die Verunreinigungen teilnimmt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 fur den Nachweis von lebenden Verunreinigungen, die verschiedenen Spezies einer 
Familie von Mikroorganismen angehoren, auf nichtspezifische Weise, dadurch gekennzeichnet, dass die mRNS 
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fur die Synthese eines Proteins kodiert, dessen Primarstruktur mindestens teilweise zwischen den verschiedenen 
Spezies konserviert ist. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 fur den Nachweis von lebenden Verunreinigungen, die verschiedenen Spezies einer 
5 Familie von Mikroorganismen angehoren, auf spezifische Weise, dadurch gekennzeichnet, dass man die An- 

wesenheit verschiedener mRNS nachweist, diejeweils fur die Synthese eines Proteins kodieren, dessen Primar- 
struktur unter den verschiedenen Spezies nicht konserviert ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die mRNS fur einen Verlange- 
10 rungsfaktor kodiert. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass man die Anwesenheit der mRNS 
mittels Durchfiihrung der RT-PCR-Technik nachweist. 

15 6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligonukleotid-Primer, die in der PCRverwendet 
werden, spezifisch fur die kodierende Region eines Gens sind, welches fur einen Verlangerungsfaktor kodiert. 

7. Verfahren nach Anspruch 6 fur den Nachweis von Bakterien, dadurch gekennzeichnet, dass der Verlangerungs- 
faktor der Faktor EF-Tu ist. 

20 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass man das folgende Oligonukleotid-Primerpaar ver- 
wendet: 

25 B1 : 5' CGCTGGAAGGCGACGMRRAG 3' 



B2: 5' CGGAAGTAGAACTGCGGACGGTAG 3\ 

30 

9. Verfahren nach Anspruch 6 fur den Nachweis von Hefen oder Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass der Ver- 
langerungsfaktor der Faktor EF-1a ist. 

10. Verfahren nach Anspruch 9 fur den Nachweis von Hefen, dadurch gekennzeichnet, dass man das folgende 
35 Oligonukleotid-Primerpaar verwendet: 

L1 : 5' TC C ATG G TAC AAG G GTTG G G A A 3* 

40 

L2: 5' GCGAATCTACCTAATGGTGGGT 3'. 



11. Verfahren nach Anspruch 9 fur den Nachweis von Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass man das folgende 
45 Oligonukleotid-Primerpaar verwendet: 

M1: 5' GCTGGTATCTCCAAGGATGG 3' 

50 

M2: 5' CGACGGACTTGACTTCRGTGG 3'. 

12. Verfahren nach irgendeinem der vorangehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass: 

55 a) man eine Probe des Produkts zur Verwendung als Lebensmittel zum Testen entnimmt; 

b) man die Zellen lysiert; 

c) man eine inverse Transkription bewirkt; 

d) man Amplifikationszyklen mit Hilfe von spezifischen Oligonukleotid-Primern der kodierenden Region eines 
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Gens, das fur einen Verlangerungsfaktor kodiert bewirkt; 

e) man die Amplifikationsprodukte abtrennt; 

f) man die Amplifikationsprodukte sichtbar macht; 

g) man die so im Schrittf) sichtbar gemachten Produkte mit den Amplifikationsprodukten vergleicht, die aus- 
gehend von reiner mRNS erhalten werden. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass man nach dem Schrittb) einen Schrittb 1 ) hinzufugt, 
der auf die Eliminierung von in der Probe vorliegender DNS gerichtet ist. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, dass es einen Schritt umfasst. der darauf gerichtet ist, 
die Abwesenheit von falsch Positives die mit der Anwesenheit von DNS verbunden sind ; zu verifizieren. 

1 5. Verfahren nach einem der vorangehenden Anspruche 5 bis 1 4 fur den spezifischen Nachweis von Bakterien und/ 
Oder Hefen und/oder Pilzen, dadurch gekennzeichnet, dass man mindestens zwei der Primerpaare B1/B2, L1/L2, 
M1/M2 verwendet, wobei die Bedingungen der RT-PCR unverandert bleiben. 



Claims 

1 . Process for detecting live microbiological contaminants in a food product sample, according to which the presence 
of mRNA coding for the synthesis of a protein involved in the synthesis of proteins by the said contaminants is 
detected in the said sample. 

2. Process according to Claim 1 for non-specifically detecting live contaminants belonging to different species of a 
family of microorganisms, characterized in that the said mRNA codes for the synthesis of a protein whose primary 
structure is at least partially conserved between the said different species. 

3. Process according to Claim 1 for specifically detecting live contaminants belonging to different species of a family 
of microorganisms, characterized in that the presence is detected of different mRNAs, each of which codes for 
the synthesis of a protein whose primary structure is not conserved between the said different species. 

4. Process according to one of Claims 1 to 3, characterized in that the said mRNA encodes an elongation factor. 

5. Process according to one of Claims 1 to 4. characterized in that the presence of mRNA is detected by performing 
the RT-PCR technique. 

6. Process according to Claim 5, characterized in that the oligonucleotide primers employed in the PCR are specific 
for the coding region of a gene which encodes an elongation factor. 

7. Process according to Claim 6 for detecting bacteria, characterized in that the said elongation factor is the EF-Tu 
factor. 

8. Process according to Claim 7, characterized in that the following pair of oligonucleotide primers is employed: 



Bl : 5' CGCTGGAAGGCGACGMRRAG 3' 



B2 : 5 ' CGGAAGTAGAACTGCGGACGGTAG 3 ' ) 



9. Process according to Claim 6 for detecting yeasts or fungi, characterized in that the said elongation factor is the 
factor EF-1a. 

10. Process according to Claim 9 for detecting yeasts, characterized in that the following pair of oligonucleotide 
primers is employed: 
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LI 



TC C ATGG TAG AAGGG TTGGG AA 3' 



L2 



5' GCG AATC TAC C T AATGGTGGGT 3' 



1 1 . Process according to Claim 9 for detecting fungi, characterized in that thefollowing pair of oligonucleotide primers 
is employed: 



12. Process according to any one of the preceding Claims, characterized in that: 

a) a sample of the food product to be tested is withdrawn; 

b) the cells are lysed; 

c) a reverse transcription is carried out; 

d) amplification cycles are carried out using oligonucleotide primers which are specific for the coding region 
of a gene which encodes an elongation factor; 

e) the amplification products are separated; 

f) the amplification products are visualized; 

g) the products as visualized in step f) are compared with the amplification products which are obtained from 
pure mRNA. 

13. Process according to Claim 12, characterized in that a step b'), which is directed toward removing the DNA which 
is present in the sample, is added after step b). 

14. Process according to Claim 13, characterized in that it includes a step which is directed toward verifying the 
absence of false positives linked to the presence of DNA. 

15. Process according to one of the preceding Claims 5 to 14 for specifically detecting bacteria and/or yeasts and/or 
fungi, characterized in that at least two of the primer pairs B1/B2, L1/L2 and M1/M2 are employed : with the 
RT-PCR conditions remaining unchanged. 



Ml : 5' GCTGGTATCTCCAAGGATGG 3' 



M2 



5' - 



CGACGGACTTGACTTCRGTGG 3 ' 
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